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RESUMEN 
 
El objetivo principal del presente Trabajo Fin de Grado es conocer la evolución de la 
actividad enzimática del suelo bajo la influencia de ciertos hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (HAPs), y en presencia de un agente solubilizador de los HAPs 
(hidroxipropil-β-ciclodextrina, HP-β-CD) que pueda facilitar el proceso natural de 
recuperación del suelo a través de la biodegradación de los contaminantes. Para ello, se 
ha contaminado un suelo de textura franco-arcillo-arenosa con fluoreno y pireno, siendo 
las enzimas seleccionadas para la monitorización del estado del suelo la deshidrogenasa 
y la β-glucosidasa.  
Entre los resultados más destacables, se ha observado que la adición de pireno y 
fluoreno al suelo tiene un efecto estimulador a corto plazo de las actividades 
enzimáticas estudiadas, siendo más pronunciado y claro en el caso de la deshidrogenasa. 
Por otro lado, la estructura química del contaminante ha influido de forma importante en 
la respuesta enzimática del suelo estudiado. 
La desaparición del contenido de fluoreno a lo largo del tiempo sugiere haber estado 
más condicionada por factores abióticos, principalmente adsorción, que por la actividad 
microbiana. En cambio, el pireno aparentemente sí habría sido utilizado por la 
comunidad microbiana, desapareciendo del suelo a distintas velocidades dependiendo 
tanto de la presencia de HP-β-CD como de la co-contaminación con fluoreno.  
Finalmente, la adición de HP-β-CD ha supuesto, en la mayoría de los casos, un 
incremento evidente de la actividad deshidrogenasa del suelo. Este hecho podría deberse 
tanto a su capacidad para aumentar la solubilidad y disponibilidad en el agua de 
compuestos apolares, como a que la propia HP-β-CD hubiera sido utilizada por los 
microorganismos como fuente de carbono y energía. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. SUELO 
1.1.1. Definición y Estructura: Perfil del Suelo 
El suelo es la base sobre la cual se desarrollan los organismos vivos, es decir, constituye 
el soporte físico, medio productor, almacén de nutrientes y agua, además de ser 
mantenedor de la calidad del aire y medio purificador de los contaminantes que llegan a 
él (García, 2003).  
Sin embargo, existen otras definiciones que se realizan por organismos que tienen en 
cuenta el uso que se le da, como es la definición que encontramos en la Comunicación 
de la Estrategia Temática para la Protección del Suelo, elaborada por la Comisión 
Europea: “El suelo es la capa superior de la corteza terrestre, situada entre el lecho 
rocoso y la superficie, compuesto por partículas minerales, materia orgánica, agua, 
aire y organismos vivos y que constituye la interfaz entre la tierra, el aire y el agua, lo 
que le confiere capacidad de desempeñar tanto funciones naturales como de uso. No 
tendrán tal consideración aquellos permanentemente cubiertos por una lámina de agua 
superficial” (Ministerio de Medio Ambiente, 2007). 
Por otro lado, la definición que proporciona la Agencia de Protección Ambiental de 
Estados Unidos (USEPA, según sus siglas en inglés) es la siguiente: “material terrestre 
no consolidado compuesto del estrato geológico superficial (material suprayacente al 
lecho rocoso) que consiste en partículas de arcilla, limo, arena o grava según la 
clasificación del Servicio de Conservación de Suelos de Estados Unidos, o una mezcla 
de tales materiales con líquidos, lodos o sólidos que es inseparable por procesos de 
eliminación mecánicos simples (EPA LDR Glossary, 2012).  
En definitiva, ambas son similares ya que consideran que el suelo está constituido por la 
capa más superficial de la litosfera, considerándose ésta desde la zona de contacto con 
la roca madre, que ha dado lugar a su formación a través de un proceso de 
meteorización, hasta la superficie. En él encontramos todos los estados, a) sólido, los 
minerales y materia orgánica que lo forman (en líneas generales representan el 45% y el 
5% del total del suelo, respectivamente); b) líquido, la disolución acuosa que se 
encuentra contenida en los poros del suelo y que supone una matriz vital para el 
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desarrollo de los procesos edáficos (25%); y c) gaseoso, ya que existe una fracción de 
aire dentro de las cavidades del suelo (25%) (Doménech, 1995). 
Si observamos el perfil de un suelo natural, éste tiene una estructura secuencial formada 
por distintos horizontes. Estos estratos se pueden distinguir porque presentan diferentes 
características en cuanto a su color, composición, textura, contenido de materia 
orgánica, etc. Los horizontes básicos de un suelo se denominan genéricamente O, A, B 
y C, ordenados desde el más superficial al más profundo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1.2. Formación del Suelo o Edafogénesis 
La edafogénesis se produce por un proceso de meteorización constituido a su vez por 
procesos físicos, químicos y biológicos. Los factores principales que intervienen en la 
formación son: el clima, en cuanto a que determina la temperatura y precipitaciones que 
recibirá el suelo; la roca madre, que será la que defina el contenido mineral del suelo y 
por tanto su fertilidad; la topografía; la actividad biológica y por último, pero no menos 
importante, el tiempo transcurrido (FAO, 2009). 
1.1.3. Principales Procesos Edáficos 
La relación entre el suelo y las múltiples sustancias que se puedan encontrar en él, tiene 
lugar a través de diversos procesos que determinarán el comportamiento de dichas 
sustancias. El proceso principal es la adsorción-desorción, se trata de un proceso 
físico-químico en el que interaccionan las especies disueltas y la matriz porosa del 
suelo. Su gran importancia radica en que dirige prácticamente todas las reacciones en 
Figura 1. Representación de los cuatro horizontes básicos del perfil de un suelo. 
(Adaptado de http://slideplayer.es/slide/20835/#). 
Horizonte O 
Horizonte A 
Horizonte B 
 
Horizonte C 
 
 
Roca madre 
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las que interacciona la fracción arcillosa del suelo (más reactiva debido a su mayor 
carga y superficie específica) con las sustancias disueltas en la fase acuosa (Doménech, 
1995). 
La adsorción puede ser de dos tipos, según las fuerzas que se establezcan entre el 
adsorbente y el adsorbato: fisisorción (adsorción electrostática o cambio iónico) y 
quimisorción (adsorción específica o química) (Pérez de Mora, 2005). La fisisorción 
ocurre a distancias cortas ya que se establece por fuerzas electrostáticas o de van der 
Waals, es destacable que se trata de interacciones cuya intensidad no depende de la 
composición química del adsorbato (un contaminante orgánico en nuestro caso de 
estudio) sino del tamaño y carga de las moléculas. Por otro lado, la quimisorción es una 
interacción generalmente más fuerte que las anteriores debido a que se establecen 
fuerzas como enlaces de hidrógeno y enlaces químicos; sin embargo, por quimisorción 
solo se forma una capa de moléculas adsorbidas mientras que a través de la fisisorción 
se puede establecer un sistema de multicapas (Doménech, 1995). 
Las cargas de los componentes del suelo, positivas o negativas, pueden clasificarse en 
permanentes o temporales. Las cargas permanentes se deben a sustituciones iónicas en 
la estructura de los minerales. Encontramos dos ejemplos en los aluminosilicatos; en 
primer lugar el caso de la arcilla, donde se genera una carga negativa extra a 
consecuencia de la sustitución de los cationes de Si4+ por los de Al3+, o de éstos últimos 
por Mg2+; y por otro lado el caso de las cloritas, donde se generan cargas positivas por 
la sustitución de Mg2+ por Fe3+ (Pérez de Mora, 2005). 
Sin embargo las cargas temporales dependen de diversas propiedades del suelo, siendo 
una de las más importantes el pH. Si el pH es ácido normalmente favorece la adsorción 
de especies aniónicas; y al contrario, si es un pH alcalino se facilita la adsorción 
catiónica. La arcilla y el humus son los principales componentes del suelo con carga 
(Pérez de Mora, 2005), y que más influyen en los procesos de adsorción-desorción. 
Cabe decir, que se denomina humus al conjunto de sustancias orgánicas estables del 
suelo, que debido a su alto grado de descomposición son ricas en C, de las que se 
excluyen los tejidos no descompuestos de animales y plantas, el material descompuesto 
parcialmente y la biomasa del suelo (Berg & McClaugherty, 2008). 
Como hemos comentado, la disolución del suelo tiene un papel fundamental ya que 
actúa de intermediaria entre la fase sólida y los seres vivos, puesto que éstos toman las 
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sustancias que se encuentran en disolución en ella, así como aportan sustancias cuando 
se descomponen. También se produce un intercambio entre ésta y la atmósfera, como la 
evaporación de agua; y en sentido contrario, la incorporación al agua de sustancias 
solubles. Además, mantiene una relación con la concentración de gases de la atmósfera 
(Doménech, 1995). 
Un sistema coloidal es aquel que se encuentra formado por dos fases en diferente grado 
de agregación; la fase dispersante o medio continuo y la fase dispersa, la cual 
generalmente tiene un tamaño de partícula entre 1nm-1μm. Los tipos de sistemas 
coloidales se clasifican según el estado de agregación de las fases. 
En el suelo, la fase dispersante es un líquido (la solución del suelo) y la fase dispersa es 
sólida o líquida. Los coloides del suelo tienen una carga principalmente negativa por lo 
que se produce un secuestro de cationes, a la vez, que una interacción repulsiva con los 
aniones del suelo. Por consiguiente, estos procesos provocan que se produzca una 
lixiviación diferencial y disminuye la probabilidad de que aquellos elementos que 
quedan retenidos participen en reacciones químicas al retirarlos de la disolución. Estas 
interacciones nos llevan al concepto de intercambio catiónico que es otro de los 
procesos que ocurren en la matriz del suelo, y que se basa en la sustitución de cationes 
del suelo por otros que se encuentran en la disolución. La fracción coloidal del suelo 
incluye tanto al humus como a la fracción arcilla (<2μm). 
Así pues, los procesos de adsorción-desorción e intercambio catiónico son 
fundamentales en el comportamiento de las sustancias disueltas en el suelo, incluidas las 
de posibles contaminantes, dado que influyen en propiedades fundamentales como la 
solubilidad, movilidad, biodisponibilidad y degradabilidad de los compuestos. 
 
1.2. SUELO CONTAMINADO 
1.2.1. Definición Legal vs. Científica 
El suelo constituye un compartimento ambiental que por su naturaleza tiende a ser 
receptor de sustancias que proceden del resto de los compartimentos como la hidrosfera 
o la atmósfera, constituyendo así el sumidero preferente para la contaminación 
(Gianfreda & Rao, 2008). Por tanto, es importante tener presente que se trata de un 
recurso no renovable, ya que su velocidad de generación es muy inferior (del orden de 
1mm/año bajo condiciones ideales) a la capacidad de destrucción y contaminación que 
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tiene el ser humano. Sin embargo, es cierto que consta de cierta capacidad de 
autodepuración debido principalmente a las reacciones químicas y bioquímicas que en 
él tienen lugar y que suponen mecanismos de inmovilización o degradación de los 
contaminantes (Doménech, 1995). 
La Ley 22/2011 de Residuos y Suelos Contaminados define suelo contaminado como 
“aquel cuyas características han sido alteradas negativamente por la presencia de 
componentes químicos de carácter peligroso procedentes de la actividad humana, en 
concentración tal que comporte un riesgo inaceptable para la salud humana o el medio 
ambiente, de acuerdo con los criterios y estándares que se determinen por el Gobierno, 
y así se haya declarado mediante resolución expresa” (BOE núm. 181). 
La definición científica en cambio pone el foco en que un suelo se considerará 
contaminado cuando en él se superen en una o varias sustancias las concentraciones 
normales propias de la zona. Es decir, no es requisito necesario el que se produzca algún 
daño sobre un organismo ni que el origen de la sustancia contaminante sea 
antropogénico ya que puede estar presente en la naturaleza de forma normal (Pérez de 
Mora, 2005). Se asume que dicha situación supone la alteración de las propiedades del 
suelo por la superación de su capacidad amortiguadora respecto a la entrada y 
acumulación de sustancias tóxicas; y esto provoca una disminución de la productividad 
del suelo debido al desequilibro de su funcionamiento natural (Rosales, 2008).  
1.2.2. Criterios Legales para declarar un Suelo Contaminado 
Para la denominación legal de un suelo como contaminado hay que remitirse al 
contenido del Real Decreto 9/2005 en el cual se recogen las actividades potencialmente 
contaminantes (APC) así como los criterios y estándares para la declaración de suelos 
contaminados (BOE núm. 15). 
De las dos obligaciones impuestas en esta norma, la que nos ataña en este caso es la 
relativa a los criterios y estándares establecidos para la investigación de la 
contaminación de un suelo y la valoración y recuperación de éste. Dicha información 
queda recogida en los artículos 4, 5, 6 y 7, así como en los anexos III, IV, V, VI, VII y 
VIII del Real Decreto 9/2005. A partir de la interpretación de este Real Decreto 
podremos establecer un suelo como contaminado en función de unos límites 
estandarizados en cuanto a los tipos de contaminantes y la concentración a la que se 
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encuentren en el suelo. Esto permitirá evaluar el riesgo para la salud humana y el medio 
ambiente. 
Los criterios consisten en procedimientos analíticos que nos permitirán comprobar si 
existe contaminación. Pueden ser de dos tipos: criterios que de manera irrevocable 
confirmarán la presencia o no de contaminación; y los criterios que indicarán una 
situación anormal pero que no pueden asegurar con rotundidad si un suelo está 
contaminado o no. 
En cuanto a los valores límites de concentración se establecen los Niveles Genéricos de 
Referencia (NGR), los cuales indican la concentración máxima de un contaminante a 
partir de la cual existe un riesgo inaceptable para la salud humana o los ecosistemas. En 
este sentido, se denomina Estándares al conjunto de NGR característicos de cada suelo y 
de aplicación en cada caso (RD 9/2005, BOE núm. 15). 
En el supuesto de encontrarnos en un valor inferior al NGR esto no es suficiente, en 
cuanto a la protección de los ecosistemas, para declarar el suelo como no contaminado; 
por tanto,  éste deberá superar un bioensayo de toxicidad. Este criterio permite tener en 
cuenta la variabilidad en la biodisponibilidad de un contaminante según las 
características específicas de un suelo, así como tomar en consideración los efectos de 
sinergismo y antagonismo que pueden tener lugar entre los contaminantes presentes. De 
este modo, el valor que servirá de indicador en los ensayos de ecotoxicidad será la 
concentración letal o efectiva media, CL(E) 50 (Ministerio de Medio Ambiente, 2007). 
1.2.3. Importancia de la Conservación de la Calidad del Suelo 
La calidad de un suelo normalmente se define en función al destino específico de dicho 
suelo, pudiendo tener un fin agrícola, industrial, forestal o urbano. Así la definición de 
calidad del suelo es variable y complicada, puesto que depende de diversas propiedades 
del suelo, tanto físicas, químicas, biológicas como bioquímicas. A pesar de esto, la 
calidad del suelo podría ser definida como la capacidad de éste para mantener la 
productividad biológica, la calidad ambiental y la salud de los seres vivos que habitan 
en él (García, 2003). La importancia de una conservación adecuada de la calidad del 
suelo se pone de manifiesto en diversos de factores, ya que el suelo (Gianfreda & Rao, 
2008): 
- Constituye el soporte para la producción de fuentes de alimento. 
- Permite la conservación de la biodiversidad tanto terrestre como acuática. 
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- Supone un intermediario regulador de los flujos de agua, ya que se comporta 
como filtro frente a la contaminación así como reduce el riesgo de inundaciones 
y disminuye la necesidad de riego en los cultivos al conservar la humedad 
necesaria para éstos. 
- Influye en la minimización del cambio climático al constituir un enorme 
almacén de carbono 
- Supone un beneficio para la salud humana puesto que incrementa el contenido 
en nutrientes y disminuye el de elementos perjudiciales en los alimentos. 
En consecuencia debemos procurar el mantenimiento de su estructura y estabilidad. Por 
ejemplo, el humus es un componente del suelo que juega un importante papel contra la 
erosión, favoreciendo la agregación de partículas, la retención de agua, el drenaje, la 
aireación y resistencia frente a la compactación del suelo (Gianfreda & Rao, 2008).  
1.2.4. Tipos de Contaminantes 
Los contaminantes del suelo pueden agruparse en contaminantes endógenos (aquellos 
generados por la acumulación de un elemento presente de forma natural en el suelo, 
pero no a tales concentraciones) y contaminantes exógenos (aquellos de origen 
externo) (Doménech, 1995). Otra clasificación posible es aquella que diferencia los 
contaminantes, en función de su naturaleza y no de su origen, en orgánicos e 
inorgánicos. Ejemplos de contaminantes orgánicos son los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos (HAPs), plaguicidas, bifenilos policlorados (PCBs), etc. Mientras que los 
contaminantes inorgánicos incluyen principalmente metales, radionucleidos e iones (Ej. 
nitrato o cianuro) (Alguacil & Merino, 1998).  
Sin embargo, ambas clasificaciones son compatibles y así entre los contaminantes 
exógenos destacan los compuestos xenobióticos, en su mayoría contaminantes 
orgánicos, compuestos que por su elevada producción y uso, suelen ser uno de los 
contaminantes más frecuentes (Rosales, 2008). Así ocurre en el caso de los HAPs. El 
tiempo de permanencia y la distribución de un contaminante orgánico en el suelo 
dependerán de la naturaleza físico-química de éste. En el suelo, un compuesto orgánico 
puede sufrir dos tipos de procesos (Gianfreda & Rao, 2008): 
- Transferencia, mediante la movilización del compuesto en las distintas fases del 
suelo pero sin alterar la estructura química del contaminante. Entre los procesos 
edáficos que hemos comentado anteriormente, la adsorción será decisoria en el 
8 
 
movimiento del compuesto a través del suelo. Además influyen la retención en 
la vegetación, la escorrentía superficial y percolación, o la difusión en estado 
vapor. Los componentes del suelo que más influyen en estos procesos son la 
fracción arcilla y la materia orgánica. 
- Degradación, mediante reacciones químicas, biológicas y fotoquímicas, los 
cuales sí que transforman su estructura química. En el caso de degradación 
biológica, los agentes más importantes son los microorganismos del suelo, 
plantas y enzimas intra- y extracelulares. Los fenómenos de adsorción-desorción 
también son claves en estos procesos poniendo más o menos disponibles los 
compuestos. La velocidad de degradación del compuesto será menor si la 
adsorción es muy intensa, ya que el compuesto estará menos disponible, y por 
consiguiente su vida media aumentará. Por otro lado, la velocidad se ve 
incrementada a mayor presencia de microorganismos, la cual a su vez depende 
de la cantidad de materia orgánica. Además de estos factores, la velocidad de 
degradación se ve afectada por otros, tales como: temperatura, humedad, pH y 
contenido en oxígeno (Boopathy, 2000). 
Al hablar de compuestos xenobióticos hacemos referencia a aquellos que no se 
encuentran de forma natural en el entorno, puesto que han sido sintetizados por el ser 
humano y son por tanto contaminantes exógenos. Su degradación biológica 
generalmente es más difícil debido a que el compuesto no es reconocido por ningún 
sistema enzimático de los seres vivos presentes en el ambiente. En tal caso, la 
biodegradación dependerá de la intervención de una enzima o complejo enzimático que 
lo transforme en otro producto que sí pueda entrar en las rutas metabólicas de los 
microorganismos existentes en la naturaleza (Gianfreda & Rao, 2008). 
La mayoría de los compuestos xenobióticos tienen su fuente en las actividades 
industriales y agrícolas. En ocasiones, son liberados al medioambiente en 
concentraciones demasiado elevadas conllevando efectos indeseables para éste. Los 
xenobióticos más comunes son: plaguicidas, combustibles, compuestos nitrogenados y 
fosforados (fertilizantes), disolventes, alcanos y, aquellos que trataremos con más 
detalle en el presente trabajo, hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs). Estos 
últimos suelen generarse debido a procesos de combustión incompleta del petróleo, 
carbón, aceite o madera, así como en la industria petroquímica y en efluentes de 
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vehículos (Gianfreda & Rao, 2008). También se pueden generar en ciertos procesos 
naturales como incendios forestales o erupciones volcánicas. 
 HAPs: Definición, Características y Problemática 
Los HAPs son compuestos orgánicos constituidos únicamente por átomos de carbono e 
hidrógeno cuya estructura está formada por dos o más anillos aromáticos fusionados. 
Sus características principales son: elevada estabilidad química, generalmente 
lipofílicos e hidrofóbicos, baja presión de vapor por lo que son poco volátiles, y sólidos 
a temperatura ambiente (a excepción del naftaleno). 
Se pueden clasificar según el número de anillos en: HAPs de bajo peso molecular si 
tienen de 2 a 3 anillos (Ej. Fluoreno); y HAPs de alto peso molecular si tienen 4 o más 
anillos (Ej. Pireno) (Figura 2). El peso molecular afecta a su hidrofobicidad y 
movilidad, siendo los de mayor tamaño más inmóviles y por tanto menos solubles y 
volátiles lo que a priori disminuiría su probabilidad de biodegradación. 
Algunos HAPs son carcinógenos y por ello organismos como la Unión Europea, la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) y la USEPA recogen en un listado de 
contaminantes prioritarios a 16 HAPs, donde se incluyen el pireno y el fluoreno, 
compuestos que se han empleado en este trabajo para el análisis de la contaminación de 
suelos por HAPs.  
Figura 2. Algunos de los HAPs más comunes, ordenados según su número de anillos: 
naftaleno, fluoreno, fenantreno, fluoranteno, pireno y benzo(a)pireno, de izda. a dcha. 
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La degradación de los compuestos aromáticos requiere de dos fases: la primera, en la 
cual se deben incorporar dos grupos hidroxilo para activar el anillo aromático; y la 
segunda, donde se produce la rotura del anillo mediada siempre por una dioxigenasa 
(Rosales, 2008).  
 
1.3. MÉTODOS DE DESCONTAMINACIÓN DE SUELOS 
A pesar de la patente importancia que tiene la conservación de una buena calidad del 
suelo, su descontaminación tradicionalmente no ha sido uno de los temas acuciantes de 
la conservación ambiental. Aun así, es cierto que actualmente la preocupación por este 
recurso va en aumento. En efecto, las metodologías empleadas para el tratamiento de 
suelos contaminados han ido evolucionando a medida que el conocimiento sobre un 
sistema tan complejo como es el suelo incrementa. Estas metodologías se pueden llevar 
a cabo in situ o ex situ. Se pueden agrupar en cuatro clases (Doménech, 1995):  
a) Extracción mediante fluidos 
b) Tratamiento químico 
c) Tratamiento térmico 
d) Tratamientos biológicos: mediante microorganismos y fitorrecuperación 
a) En la extracción, el fluido empleado puede ser tanto líquido como gaseoso, así 
como un fluido supercrítico. Se basa en el lavado del contaminante por arrastre 
de éste en el seno del fluido empleado. En caso de tratarse el fluido de un 
líquido, puede ser agua o una disolución acuosa que incorpore sustancias que 
aumenten el paso de sustancias no polares al medio (Ej. detergentes), así como 
ser un disolvente orgánico. Por otro lado, un gas se empleará cuando el 
contaminante en cuestión sea volátil. El proceso se denomina aireación si se 
utiliza aire como fluido, siendo otra opción la inyección de vapor de agua. En 
ambos casos, tanto si se trata de aire como de vapor, se instalan pozos de 
succión los cuales recogerán el fluido con el contaminante y se llevará para su 
depuración. Finalmente, una técnica más novedosa es el empleo de fluidos 
supercríticos, es decir, aquellos compuestos usados a una temperatura y presión 
superiores a las correspondientes a su punto crítico.  
b) El tratamiento químico del suelo se fundamenta en el uso de reacciones 
químicas que logren la desaparición del contaminante. Por ejemplo, reacciones 
de oxidación sobre contaminantes orgánicos. También se emplean las reacciones 
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electroquímicas, las cuales proporcionan dos efectos; el movimiento direccional 
del contaminante debido al campo eléctrico establecido entre los electrodos, y el 
desarrollo de reacciones químicas propiamente en torno al ánodo y al cátodo. 
c) El tratamiento térmico tiene dos técnicas principales: la incineración, en la cual 
se eleva la temperatura hasta conseguir la destrucción de los contaminantes 
mediante su combustión; y la desorción térmica, donde lo único que se persigue 
es la desorción de los contaminantes para extraerlos del suelo y poder tratar el 
efluente contaminado. 
d) Dentro de los tratamientos biológicos encontramos dos tipos: aquellos 
fundamentados en los microorganismos del suelo y los que usan las plantas y 
cultivos. Ambos tratamientos realmente pueden combinarse, aprovechándose así 
las interacciones que tienen lugar en la rizosfera entre los microorganismos y las 
plantas. 
La fitorrecuperación consiste en la utilización de plantas para conseguir la 
descontaminación de suelos que han recibido contaminación orgánica (Ej. 
HAPs, plaguicidas, etc.) o inorgánica (Ej. elementos metálicos o radioisótopos). 
Presentan ventajas tales como la posibilidad de llevarse a cabo in situ y los bajos 
requerimientos tanto técnicos como económicos. Pueden diferenciarse diversos 
procesos los cuales se incluyen bajo el concepto de fitorrecuperación, y son los 
siguientes (Pérez de Mora, 2005): 
- Fitoestabilización: consistente en la fijación mecánica del suelo mediante las 
raíces, así como la reducción de la erosión hídrica o eólica en superficie 
gracias al apantallamiento de la parte aérea de la vegetación. Se pretende la 
formación de una cubierta vegetal que evite que el contaminante sea 
transportado a través de partículas de suelo o las aguas a otras zonas no 
contaminadas, y que pueda suavizar las condiciones desfavorables de la 
zona para la posible colonización de otras especies más exigentes con su 
entorno. Es requisito necesario que las especies empleadas inicialmente sean 
tolerantes al contaminante. 
- Fitoinmovilización: es una técnica similar a la fitoestabilización ya que 
procura la retención del contaminante, y de hecho ocurren simultáneamente 
ambos procesos en mayor o menor medida dependiendo del suelo, 
contaminante, cultivo, etc. En ésta las especies vegetales interaccionan 
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directamente con el contaminante, procurando que se produzcan procesos de 
adsorción/absorción, precipitación o alteraciones en el suelo que modifiquen 
la movilidad de los contaminantes. 
- Fitoextracción: persigue obtener la máxima acumulación posible del 
contaminante en la parte aérea de la vegetación. Así se podrá cosechar y 
tratar el contaminante presente en la biomasa cortada. 
- Fitodegradación: esta técnica aprovecha la capacidad de degradación de las 
plantas y es posible utilizarla simultáneamente con la degradación 
microbiana. Es utilizada para contaminantes orgánicos. 
- Fitovolatilización: se fundamenta en el paso a estado gaseoso de los 
contaminantes presentes en el suelo, gracias a la transpiración de las plantas. 
Puede ocurrir que los gases emitidos tuvieran que ser tratados. 
La aplicación de tratamientos basados en la actividad microbiana se conoce 
generalmente como métodos de biorrecuperación. En el caso más común, se 
pretende conseguir la degradación de contaminantes orgánicos debido a la 
actividad de esos microorganismos (biodegradación), lo que casi siempre es 
posible teóricamente, a menos que los microorganismos estén sometidos a 
condiciones extremas. Pero en realidad, la velocidad de degradación variará 
mucho dependiendo de diversos factores como la naturaleza química del 
contaminante, tipo de suelo, duración del periodo de aclimatación de los 
microorganismos al medio contaminado, toxicidad específica del contaminante, 
pH, temperatura, contenido en oxígeno, agua y/o nutrientes (Boopathy, 2000), lo 
que puede llegar a hacer que la técnica no sea factible en la práctica. 
Las condiciones de oxigenación influyen en la evolución de la degradación, ya 
que generalmente los compuestos orgánicos se degradan en condiciones aerobias 
aunque existen excepciones o casos en los que la combinación de ambos 
ambientes, óxicos y anóxicos, es la clave para lograr una degradación completa. 
La etapa de aclimatación de los microorganismos desde la entrada del 
contaminante consiste en un periodo de exposición a la presencia del 
contaminante. A partir de ésta, los microorganismos dotados con las enzimas 
necesarias para degradar el contaminante aumentarán en concentración respecto 
a los que no sean capaces de utilizarlo como fuente de carbono o frente aquellos 
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que necesiten activar sus rutas de degradación. En caso de que no se pueda 
conseguir la biodegradación de forma natural, se puede proceder al uso de las 
siguientes técnicas: 
 Bioestimulación: optimización de las propiedades del suelo para favorecer el 
crecimiento de la población original de microorganismos aumentando su 
concentración,  y haciendo posible la biodegradación. Esto se puede 
conseguir por adición de nutrientes y/o materia orgánica, modificación del 
pH del suelo, etc. 
 Bioaumento: introducción de nuevos microorganismos en el suelo 
contaminado que complementen la población natural y que sí son capaces de 
degradar el contaminante. 
Una estrategia de biorremediación debe constar de las tres fases siguientes: 
identificación, evaluación y actuación. Las dos primeras deben llevarse a cabo 
para analizar el área que se quiere descontaminar, tanto su historia (sucesos de 
contaminación, etc.), como una monitorización del estado actual, y determinar si 
sería susceptible de ser descontaminada con esta técnica  (Gianfreda & Rao, 
2008). En caso de una consideración positiva, se procedería a la etapa de 
actuación. 
1.3.1. Factores que afectan a la Biodegradación 
Existen dos factores principales que afectan al proceso de biodegradación de 
compuestos xenobióticos: bioquímica del proceso de degradación y biodisponibilidad 
del contaminante (Gianfreda & Rao, 2008). 
I. La bioquímica hace referencia al metabolismo de degradación biológica del 
contaminante, considerando no sólo los productos finales sino también los 
intermedios. Depende estrictamente de la biodegradabilidad del contaminante, es 
decir, la susceptibilidad de éste de transformarse en compuestos menos tóxicos. Por 
tanto, depende de la estructura química de la molécula del contaminante, de la 
concentración a la que se encuentre, así como de sus propiedades y de las 
condiciones ambientales. Así, si se trata de un compuesto orgánico con bajo peso 
molecular y alta solubilidad, tendrá una mayor velocidad de degradación.  
La concentración del contaminante afecta al proceso de degradación, ya que si es 
muy elevada puede alcanzar niveles tóxicos y si es demasiado baja puede no 
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sustentar el crecimiento microbiano. También es importante la posible 
simultaneidad de varios contaminantes, lo que es conocido como co-
contaminación, puesto que los fenómenos de inhibición de la degradación pueden 
aumentar. La presencia conjunta de varios contaminantes puede mostrar efectos 
sinérgicos o antagónicos y tener consecuencias diferentes en las actividades 
enzimáticas (A.E.) y la biomasa microbiana, a lo que resultaría de la simple suma 
de sus efectos individuales. Esto último es importante tenerlo presente a la hora de 
diseñar una estrategia de biorremediación. 
Otro parámetro importante que condiciona la biodegradabilidad es la presencia de 
aceptores de electrones, los cuales son necesarios para poder hacer la respiración de 
los contaminantes. El aceptor por excelencia es el oxígeno ya que cuenta con el 
mayor potencial de reducción y por tanto, siempre que sea posible, la degradación 
aerobia es preferible debido a que a través de ella se obtiene más energía que 
mediante la degradación anaerobia. Por otra parte, la necesidad de oxígeno será 
imperiosa en aquellos casos en los que la degradación dependa de que las enzimas 
oxigenasas lleven a cabo el primer paso de ésta, sin el cual no es posible la 
degradación del contaminante. Esta situación es muy frecuente cuando se trata de 
compuestos xenobióticos. 
 
II. El segundo factor es la biodisponibilidad, entendiéndose como el grado de 
accesibilidad que tienen los seres vivos al contaminante. La biodisponibilidad se ve 
afectada por diversos factores, similares a los que se han comentado en la 
bioquímica, y son: la estructura, concentración y propiedades del contaminante y 
las características del suelo. 
Es importante considerar en qué estado se encuentra el contaminante; por tanto la 
adsorción sobre el suelo ésta muy relacionada, ya que provocará que esté menos 
biodisponible que si estuviera solubilizado en la fase acuosa del suelo. Aun así, los 
microorganismos cuentan con estrategias para poder acceder a éstos compuestos, 
como son: producción de agentes surfactantes, solventes o quelantes; liberación al 
medio de las enzimas adecuadas; creación de un gradiente de concentración por el 
continuo agotamiento del contaminante en los alrededores; y formación de 
microambientes con cambios en el pH. 
 
15 
 
Sin embargo, aun teniendo en cuenta todo lo anterior, predecir el comportamiento de un 
contaminante en el suelo es una tarea difícil (Gianfreda & Rao, 2008). 
 Ventajas y Desventajas de la Biodegradación 
Las ventajas de la biorremediación son evidentes frente a otros métodos de restauración 
de suelos. Suponen la transformación de los contaminantes a productos menos tóxicos 
en lugar del traslado de la contaminación a otro compartimento ambiental, como ocurre 
con tratamientos como el lavado o la incineración. Además, incluso la propia 
biodegradación puede tener un beneficio indirecto debido al incremento de la masa 
microbiana, ayudando a mejorar parámetros como por ejemplo, reducir la permeabilidad 
del suelo, impidiendo que la contaminación se lixivie e invada otros ambientes 
(Gianfreda & Rao, 2008). 
Sin embargo, existen varios inconvenientes para la biodegradación, como son: la 
necesidad de un tiempo mayor de intervención para la obtención de resultados positivos, 
el desconocimiento de todos los factores involucrados y las limitaciones para la 
degradación en ausencia de los actores adecuados (microorganismos, condiciones 
ambientales favorables, existencia de aceptores de electrones, etc). Tales dificultades 
probablemente serán superadas con una mayor investigación de los procesos de 
biorremediación, así como de un apoyo económico, legislativo y un sentido de la 
responsabilidad sólidos (Gianfreda & Rao, 2008). 
 
1.4. PARÁMETROS BIOQUÍMICOS DEL SUELO 
La importancia de la medida de los parámetros bioquímicos del suelo va en aumento, 
puesto que son esenciales para que el suelo realice sus funciones correctamente. Por 
tanto, constituyen bioindicadores de la calidad y sostenibilidad del suelo, permitiendo 
monitorizar los procesos microbianos, los cuales son claves para la conservación del 
suelo. La actividad metabólica de los microorganismos del suelo es la responsable de la 
mineralización y humificación de la materia orgánica del suelo.  
Esta monitorización es útil porque permite detectar problemas de contaminación así 
como hacer un seguimiento del efecto de un contaminante sobre el suelo. En procesos 
de recuperación de suelos, puede ser útil para conocer el grado de restauración de dicho 
suelo. Los parámetros bioquímicos comúnmente medidos en un suelo pueden agruparse 
en dos tipos: 
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- Generales: aquellas medidas realizadas para conocer a grandes rasgos los 
procesos microbianos que se producen en el suelo. Ejemplos de estos parámetros 
son: el contenido en C y N de la biomasa microbiana, la mineralización del N, 
respiración del suelo y actividad de enzimas oxidorreductasas. 
- Específicos: aquellos que se corresponden con reacciones concretas y que 
dependen de sustratos específicos. Por ejemplo serían las actividades 
enzimáticas del tipo hidrolasas. 
Los parámetros relativos a la actividad metabólica son los más sensibles frente a la 
detección de la contaminación, degradación, desertificación, etc. del suelo, mientras que 
la componente físico-química es más estable y reflejaría más lentamente estos daños. 
El problema principal de la utilización de la componente biológica es la dificultad del 
estudio de los microorganismos y sus reacciones, entre otros motivos por la falta de 
estandarización en las técnicas de análisis; además de que un solo parámetro no es 
suficiente para conocer la calidad del suelo, por lo que se necesita la integración de 
varios parámetros para construir un buen indicador del estado funcional del suelo 
(García, 2003). 
1.4.1. Actividades Enzimáticas: Indicadores y Métodos de Biorremediación 
En el suelo, además de la actividad microbiana, también es útil para la degradación de 
compuestos contaminantes la actividad enzimática (A.E.), como parte del ecosistema 
biológico edáfico. De hecho, las enzimas liberadas al medio pueden difundirse más lejos 
al no estar vinculadas a la célula y por tanto pueden más fácilmente alcanzar y degradar 
compuestos inmovilizados en el suelo. Este es el caso por ejemplo de las 
oxidorreductasas extracelulares fúngicas (Gianfreda & Rao, 2008). De este modo, se 
observa que las actividades enzimáticas tienen potencial de funcionar como métodos de 
biorremediación en suelos contaminados. 
Las enzimas son importantes puesto que determinan las pautas de las transformaciones 
químicas que tienen lugar en el suelo. Por lo tanto, son fundamentales para comprender 
el funcionamiento de un ecosistema, ya que determinan los distintos ciclos de los 
nutrientes en el suelo (García, 2003). 
Las enzimas del suelo son generadas tanto por microorganismos, bacterias y hongos, 
como por las plantas (Gianfreda & Rao, 2008). Pueden clasificarse según su función en: 
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hidrolasas, oxidorreductasas, liasas y transferasas, siendo las dos primeras las más 
estudiadas. A su vez, las enzimas pueden clasificarse según su origen-estado en el suelo:  
- Extracelulares: se liberan durante el metabolismo y muerte celular. 
- Intracelulares: se encuentran formando parte de la biomasa microbiana. 
- Inmovilizadas: se encuentran unidas a los coloides del suelo, siendo más 
resistentes a la desnaturalización. Suponen un nivel constante de A.E., ya que 
son independientes de los cambios en la biomasa microbiana o la forma normal 
de síntesis y secreción de enzimas. 
El tipo de enzima del que se trate influenciará también la A.E. registrada en el suelo. En 
este sentido, según un estudio sobre la actividad de un consorcio microbiano sobre la 
adsorción y biodegradación de hidrocarburos del petróleo realizado en China, existen 
diferencias en el porcentaje de degradación del pireno según el tipo de enzimas que 
intervienen; intracelulares (citoplásmicas y periplásmicas) o extracelulares (Figura 3). 
Estas últimas son las que mayor tasa de biodegradación presentan en este estudio.  
 
 
Figura 3. Evolución de la tasa de biodegradación del pireno por tres 
tipos de enzimas (Xu et al., 2013).  
Hay que tener la misma precaución cuando la actividad de degradación se lleva a cabo 
por microorganismos que cuando ocurre por las enzimas del suelo, ya que los productos 
de la transformación deben ser menos tóxicos que el compuesto de partida (Gianfreda & 
Rao, 2008). 
La evaluación de la contaminación de suelos, en nuestro caso por HAPs, y la 
consecuente acción de recuperación de éstos, requiere la comprensión  de los impactos 
que dichos contaminantes provocan en la comunidad microbiana y las funciones del 
18 
 
suelo. Así, una medida que permite monitorizar el estado de un suelo, es el control de su 
comunidad microbiana debido a la gran sensibilidad que tiene respecto a los cambios 
ambientales. En este sentido, la determinación de las A.E. del suelo constituye una 
medida indirecta de los microorganismos del suelo así como de sus funciones 
biológicas. Por lo tanto, se erigen como excelentes indicadores para la evaluación de la 
contaminación y las medidas de recuperación de suelos (Wu et al., 2014).  
El efecto sobre las A.E. depende fundamentalmente del tipo y concentración de la 
sustancia contaminante. Así, dependiendo de la toxicidad y biodegradabilidad de éste, 
se modificará la A.E., ya sea incrementando o disminuyendo, pudiendo incluso ser 
inhibida por completo. Sustancias como el n-hexadecano, el diésel o el petróleo crudo 
han inducido un incremento en la actividad enzimática deshidrogenasa, normalmente a 
bajas concentraciones de contaminante (Wu et al., 2014). 
De este modo, se han seleccionado dos enzimas para hacer su seguimiento en este 
trabajo, las cuales son: la deshidrogenasa y la β-glucosidasa. En primer lugar, la 
deshidrogenasa ha sido escogida puesto que constituye una enzima clave para el 
entendimiento del metabolismo microbiano y por tanto actúa como un indicador de su 
actividad. Las enzimas deshidrogenasas, pertenecientes al grupo de las 
oxidorreductasas, dominan las reacciones de deshidrogenación las cuales constituyen el 
proceso principal  para la oxidación de compuestos orgánicos de forma biológica 
(Barajas, 2008).   
Y en segundo lugar, se encuentra la β-glucosidasa, incluida en el grupo de las 
glicosidasas o glucosidohidrolasas, es una enzima que interviene en el ciclo del carbono, 
uno de los principales ciclos de nutrientes. A su vez, ya ha sido ampliamente utilizada 
en numerosos estudios para evaluar la calidad del suelo (Wu et al., 2014; Pérez de 
Mora, 2005). 
 
1.5. CICLODEXTRINAS 
Las ciclodextrinas (CD) son compuestos orgánicos cíclicos que se componen de 
moléculas de glucosa cíclicas unidas mediante enlaces α-D-(1,4). Se clasifican en tres 
grupos según el número de moléculas de glucosa que contienen: α-CD, si tienen 6 
moléculas de glucosa en su estructura; β-CD, si tienen 7 moléculas; y, γ-CD, si constan 
de 8 moléculas (Figura 4) (Martínez, 2007). 
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Figura 4. Estructura de los tres grupos de ciclodextrinas (Venturini, 2008). 
Las CD presentan una forma toroidal, la cual deja en su interior una cavidad que les 
concede la capacidad para formar complejos de inclusión, puesto que dicha cavidad 
tiene carácter apolar, mientras el exterior del anillo toroidal es hidrofílico debido a la 
presencia ahí de los grupos hidroxilo libres, los cuales interaccionan con el medio 
acuoso haciendo solubles a las moléculas de CD en agua. Por tanto, esta propiedad 
permite la inclusión de compuestos hidrofóbicos como son los HAPs (huésped) en la 
cavidad de la CD (anfitrión), incrementándose la solubilidad de éstos  compuestos en un 
medio acuoso (Martínez, 2007). Esta situación es interesante puesto que aumentaría la 
biodisponibilidad de dichos compuestos y facilitaría su degradación, siendo este el 
motivo de su utilización en este trabajo. 
2. OBJETIVOS 
El objetivo principal del presente trabajo es monitorizar el efecto de la contaminación in 
vitro de un suelo con HAPs, fluoreno y pireno, incubado en condiciones de humedad 
constante, en la actividad enzimática del mismo. 
Para conseguir dicho objetivo general, se perseguirán los siguientes objetivos 
específicos: 
 Determinación de la evolución de los contenidos de HAPs en el suelo. 
 Determinación de la actividad deshidrogenasa en el suelo. 
 Determinación de la actividad -glucosidasa en el suelo. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. MATERIALES 
El suelo que se empleó para su contaminación artificial en este trabajo es un suelo de 
textura arenosa procedente de la finca experimental del CSIC ‘La Hampa’, situada en 
Coria del Río (Sevilla). Las características físico-químicas más importantes se presentan 
en la Tabla 1:  
Parámetro Arena (%) Limo (%) Arcilla (%) M.O. (%) CaCO3 (%) pH 
Valor 58,9 19,4 21,0 1,4 17,0 8,70 
Tabla 1. Parámetros medidos a las muestra de suelo de la finca La Hampa. 
En este sentido, se trata de un suelo de textura franco-arcillo-arenosa, lo cual indicaría 
una porosidad relativamente alta, y posiblemente una elevada permeabilidad. El 
contenido en arena, junto con el bajo contenido de materia orgánica  (M.O.) disminuye 
la posibilidad de una alta adsorción de los contaminantes sobre la fracción sólida del 
suelo. 
En cuanto a los HAPs, el pireno y el fluoreno utilizados para la contaminación del suelo 
fueron suministrados por ALDRICH y ambos con una pureza del 98%. 
Las propiedades físico-químicas de éstos HAPs se agrupan en la siguiente tabla: 
Propiedad Pireno Fluoreno 
Solubilidad en agua (mg/L at 25 ºC) 0.032-1.56 1.50-4.65 
Presión de Vapor (Pa a 25 ºC) 0.00017-0.014. 0.079-1.66 
Densidad (g cm-3) 1.271 a 23 ºC 1.203 a 20 ºC 
Coeficiente de Adsorción, (log Koc) 3.11-6.51 4.15-5.47 
Peso Molecular (g/mol) 202.26 166.21 
Coeficiente Octanol/Agua (log Kow) 4.45-6.70 3.91-4.47 
Punto de Ebullición (ºC) 393 295 
Punto de Fusión (ºC) 156 116-117 
Tabla 2. Propiedades físico-químicas de pireno y fluoreno (Adaptado de Mouwerik et al., 1997). 
La ciclodextrina seleccionada (hidroxipropil-β-ciclodextrina) fue suministrada por 
ACROS ORGANICS (Bélgica) con una pureza del 98% y peso molecular 1300,3 
g/mol. 
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3.2. PREPARACIÓN DE MUESTRAS 
Los tratamientos que se prepararon fueron los siguientes:  
1. Suelo control: (CO) 
2. Suelo control con hidroxipropil--ciclodextrina (HP-β-CD): (CO+CD) 
3. Suelo contaminado con pireno: (PYR) 
4. Suelo con pireno y HP-β-CD: (PYR+CD) 
5. Suelo contaminado con fluoreno: (FLU) 
6. Suelo con fluoreno y HP-β-CD: (FLU+CD) 
7. Suelo contaminado con pireno y fluoreno: (PYR+FLU) 
8. Suelo con pireno, fluoreno y HP-β-CD: (PYR+FLU+CD) 
La concentración individual de los HAPs (pireno y fluoreno) que se añadió para 
contaminar las muestras fue de 100 mg kg-1 de suelo. 
Se extrajeron muestras de aproximadamente 15 g en momentos diferentes del 
experimento. El número total de muestreos realizado fue 11, los cuales se realizaron en 
los días 1, 3, 6, 9, 14, 20, 30, 45, 70, 100 y 140, tomando como 0 el día en que se 
humedeció el suelo al 60% de su capacidad de retención de agua (CRA), para comenzar 
el ensayo. Las muestras fueron inmediatamente congeladas tras cada toma hasta que 
pudieron ser procesadas. 
 Preparación de las soluciones de HAPs y Contaminación del suelo 
Se prepararon soluciones de pireno y fluoreno de 5000 ppm en metanol (50 ml) a partir 
de los HAPs sólidos. Se hicieron a concentraciones elevadas con el fin de añadir la 
mínima cantidad de metanol al suelo para afectar lo menos posible a la comunidad 
microbiana del suelo. 
 Preparación de la solución de Ciclodextrina (HP-β-CD) 
Se prepararon 100 ml de HP-β-CD 0.1M en (NO3)2Ca 0.01M.  
 Preparación de las muestras para su incubación 
El suelo fresco se tamizó (< 2 mm) en húmedo descartando la grava, restos vegetales y 
otras impurezas. De esta muestra original se prepararon 16 muestras en botes de cristal 
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con 200 g de suelo cada uno, para llevar a cabo los 8 tratamientos ya descritos por 
duplicado. 
Se agregaron 4 ml/200 g de una o de ambas disoluciones de HAPs, según si debían 
agregarse uno o dos HAPs, respectivamente. Este volumen de la solución de HAPs se 
agregó solamente al 25% del suelo, se dejó reposar en campana extractora durante una 
noche para que el metanol se evaporase. Finalmente, se mezcló con los 150 g de suelo 
restantes y se homogeneizó todo el suelo lo máximo posible. 
Se añadieron 4 ml de HP-β-CD a las muestras de los tratamientos que incluyen la CD. 
Posteriormente se completó cada bote con el volumen necesario de una disolución de 
(NO3)2Ca 0.01M hasta un 60% de la CRA del suelo. Estas muestras corresponden al día 
0 del experimento. 
3.3. MÉTODOS DE ANÁLISIS 
3.3.1. Determinación de la Actividad de la Enzima Deshidrogenasa 
La determinación de la actividad deshidrogenasa se ha realizado según el método de 
Trevors et al. (1982) modificado por García et al. (1993). Se basa en el uso de sales de 
tetrazolio como aceptores artificiales de electrones, y concretamente del 2-p-iodofenil-
3-p-nitrofenil-5-feniltetrazolio (INT) y su reducción a 2-p-iodonitrofenil formazano 
(INTF) generando un color rojizo que se cuantifica por espectroscopía UV-visible a 490 
nm. 
INT + 2·H+ + 2·e-    INTF   
Para la medida de la actividad de la deshidrogenasa, se pesaron en tubos de ensayo de 
vidrio 1g de suelo. Cada muestra se pesó por duplicado, teniendo así un control de cada 
una, con el objetivo de restar la señal de la muestra en la medida de la absorbancia y que 
no es debida a la transformación del sustrato añadido.  
El sustrato utilizado fue el INT al 0,4%. Para prepararlo se disolvieron 0,04 g de INT 
en 0,4 ml de dimetilformamida y se enrasó a 10 ml con agua destilada. Se guardó  a 4ºC 
un máximo de una semana en un bote de color topacio para evitar que la luz redujera el 
INT a INTF.  
Se añadieron 0,2 ml de INT al 0,4% y 0,4 ml de agua destilada a las muestras. A los 
controles no se les añadió el sustrato por lo que se les agregaron 0,6 ml de agua 
Deshidrogenasa 
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destilada a cada uno. Todos se dejaron incubar durante 20 horas en oscuridad y a 
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se añadieron 10 ml de metanol para 
finalizar la reacción y se filtró. 
Se midió la absorbancia de las muestras en el espectrofotómetro a una longitud de onda 
de 490 nm, donde se usó como blanco el metanol. 
Para la determinación de la concentración de INTF formado se preparó una recta de 
calibrado de 0 a 60 µg/ml. 
Para obtener la A.E. se realizó el siguiente cálculo: 
𝐴. 𝐸. =
[𝐼𝑁𝑇𝐹] ∙ 𝐹𝑑
𝑃𝑀(𝐼𝑁𝑇𝐹) ∙ 𝑃𝑆 ∙ 𝑇
 
Dónde: [INTF] es la concentración de INTF formado (µg/ml); PM (INTF) es el peso 
molecular del INTF (471,3 µg/µmol), Ps es la relación entre el peso seco (g) de la 
muestra de suelo  y el peso húmedo, Fd es el factor de dilución (10,6), y T es el tiempo 
(20 horas de incubación). 
Una vez obtenidos los valores de A.E. de todas las muestras, se restaron los controles 
para medir solamente la A.E. correspondiente a la cantidad de reactivo añadido, y se 
hizo la media entre las dos réplicas del mismo tratamiento. Estos valores son los que 
han sido representados en la gráfica frente al tiempo, con sus correspondientes 
desviaciones típicas. 
3.3.2. Determinación de la Actividad de la Enzima β-Glucosidasa 
Esta enzima cataliza la hidrólisis de β-D-glucopiranósidos (Ej. Las ciclodextrinas). El 
método seguido en este trabajo para su determinación se fundamenta en los estudios 
descritos por Tabatabai (1982) y Eivazi & Tabatabai (1988). Consiste en el uso de p-
nitrofenil-β-D-glucopiranósido como sustrato, y la determinación espectrofotométrica a 
400 nm del p-nitrofenol generado. 
         
H2O 
+ 
β-Glucosidasa 
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Para el procedimiento descrito fue necesaria la preparación previa de una serie de 
disoluciones. Éstas son las siguientes:  
 Tampón universal modificado (MUB): 
Se preparó en volúmenes de 0,5 L conforme fue siendo necesario. Para su preparación 
se disolvieron 6,1 g de trishidroximetilaminometano (THAM), 5,8 g de ácido maleico, 7 
g de ácido cítrico y 3,14 g de ácido bórico en 100 ml de agua destilada. Se añadieron 
244 ml de NaOH 1M y se enrasó con agua destilada. 
(El NaOH 1M utilizado se preparó disolviendo 40 g de NaOH en 1 L de agua destilada). 
 Tampón universal modificado (MUB)-HCl. pH=6: 
Se tomaron 100 ml de la disolución anterior (MUB), se mezclaron con 250 ml de HCl 
0.1M y se enrasó con agua destilada a 0,5 L. 
(El HCl 0.1M empleado se obtuvo a partir de la disolución de 8,33 ml de HCl (pureza 
del 37% y densidad de 1,19 g/cc) en 1 L de agua destilada). 
 Tris-hidroximetil-aminometano (THAM)-NaOH 0.1M. pH=12: 
Disolución de 12,2 g de THAM en 800 ml de agua destilada. Se ajustó su pH a 12 con 
NaOH 0.5M y se enrasó a 1 L con agua destilada. 
(El NaOH 0.5M se preparó disolviendo 20 g de NaOH en agua destilada y enrasando a 
1 L). 
 Solución CaCl2 0.5M: 
Se disolvieron 73,51 g de CaCl2 2H2O en un matraz con agua destilada enrasado a 1 L. 
 Reactivo: p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido 25 mM 
Se preparó diariamente teniendo en cuenta que no debía almacenarse. Así se pesaron 
0,3016 g de p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido y se disolvieron en 40 ml de tampón 
MUB-HCl (pH=6). 
A las muestras se les añadieron: 
- 4 ml de MUB-HCl 0.1M (pH=6) 
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- 2 ml de agua destilada 
- 1 ml de p-nitrofenil-β-D-glucopiranósido 
(Los controles se prepararon de igual modo pero sin la adición del sustrato). 
Tanto muestras como controles fueron llevados a un baño a 37ºC con agitación durante 
1 hora. Luego se dejaron 15 minutos en el congelador y, transcurrido este tiempo, se 
añadieron 1 ml de CaCl2 0.5M, que previene la dispersión de las arcillas y reduce la 
cantidad de materia orgánica extraída cuando se añaden los 2 ml de la solución 
extractante (THAM-NaOH 0.1M), para subir el pH a 12 y detener la reacción. A los 
controles además se les añadió el volumen de reactivo que antes se le añadió a las 
muestras, con el objetivo de igualar las condiciones. 
Finalmente, se centrifugaron durante 5 minutos a 6000 rev/min y se filtraron en tubos 
finos de vidrio. Se midió su absorbancia a =400 nm en el espectrofotómetro. 
En este caso, los valores de A.E. se calcularon a través de la siguiente fórmula: 
𝐴. 𝐸. =
[𝑝𝑁𝐹]
𝑃𝑀 (𝑝𝑁𝐹) ∙ 𝑃𝑆 ∙ 𝑇
 
Dónde: [pNF] es la concentración de p-nitrofenol medida en cada muestra, PM (pNF) es 
el peso molecular del p-nitofenol (139,1 g/mol), y Ps es la relación entre el peso seco (g) 
de la muestra de suelo y el peso húmedo, y T es el tiempo de incubación (1 h). 
3.3.3. Determinación del contenido de HAPs 
Para las extracciones de HAPs se pesaron 0,200 g de suelo tras distintos tiempos de 
contaminación en tubos de centrífuga de vidrio tipo córex. Se les añadieron 0,250 g de 
Na2SO4 anhidro a cada muestra, se mezcló cuidadosamente para absorber la humedad y 
evitar que interfiriera en la extracción. Seguidamente se añadieron 10 ml de una 
solución de hexano-diclorometano 1:1 (v:v). Las muestras se agitaron vigorosamente 
durante unos segundos en un agitador tipo vórtex, y se introdujeron durante 10 minutos 
en un baño de ultrasonidos (sonicación). Se tomó el sobrenadante y se repitió el proceso 
en dos ocasiones más uniendo los sucesivos sobrenadantes (Sánchez, 2012). 
Dicho sobrenadante fue analizado por HPLC-FD (Cromatografía Líquida de Alta 
Definición con Detector de Fluorescencia) para determinar la concentración de HAPs en 
un equipo modular Shimadzu usando un detector RF-10AXL, una columna de 150 mm 
de longitud, y relleno de C18 (partículas de 4 m), y una disolución de acetonitrilo:agua 
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60:40 como fase móvil. La determinación de fluoreno se llevó a cabo utilizando una 
longitud de onda de excitación de 280 nm y una longitud de onda de emisión de 330 
nm. Por su parte, el pireno se determinó usando 270 y 390 nm como longitudes de onda 
de excitación y emisión, respectivamente. Se integraron los picos correspondientes a 
cada HAP, obteniendo las áreas que eran proporcionales a la concentración de los HAPs 
de la muestra. Para la cuantificación de los picos, se elaboraron rectas de calibrado 
externas de ambos HAPs en hexano:diclorometano 1:1, para relacionar el área del pico 
con la concentración de HAP correspondiente. 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1. EXTRACCIONES DE LOS HAPS DEL SUELO 
A continuación se presentan las dos gráficas obtenidas a partir de las extracciones de los 
contenidos de ambos HAPs, fluoreno (Figura 5) y pireno (Figura 6), a lo largo del 
transcurso del experimento. Estos resultados permiten interpretar cuál ha sido el 
comportamiento de tales hidrocarburos en el suelo y sus interacciones con éste. 
 
Figura 5. Porcentaje de fluoreno extraído en cada momento del experimento. 
En la Figura 5, se presenta la evolución del contenido de fluoreno en el suelo a lo largo 
del experimento para los distintos tratamientos. Se produce un descenso continuo del 
contenido de fluoreno extraíble en el suelo, el cual disminuye siguiendo aparentemente 
una función exponencial negativa y sin diferencias significativas entre los tratamientos. 
Finalmente, todo el fluoreno extraíble desaparece a partir de los 70 días desde el 
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comienzo del experimento. La ausencia de diferencias entre los tratamientos, ya fueran 
por la distinta contaminación de éstos o por la presencia o no de la HPBCD como 
compuesto para aumentar la biodisponibilidad de los HAPs, induce a pensar que las 
pérdidas de fluoreno deben estar principalmente dominadas por distintos mecanismos 
además de por la degradación microbiana. 
El rápido descenso en el porcentaje de fluoreno extraído podría ser debido a diferentes 
causas que pueden ocurrir simultáneamente: una de ellas, es que se debiera a la rápida 
degradación del fluoreno, debido a una alta actividad degradadora de la flora bacteriana; 
otra opción sería que una fracción del fluoreno hubiera quedado más fuertemente 
adsorbida al suelo que la propia capacidad de extracción de la técnica  utilizada; 
además, también podría ser posible, que el fluoreno hubiera sufrido un proceso de 
volatilización. Teniendo en cuenta la presión de vapor  de los dos HAPs estudiados (3,2 
x10-4 y 2,5 x10-6 para fluoreno y pireno respectivamente) no se pueden descartar las 
pérdidas de los mismos por volatilización, aunque en una cantidad no muy apreciable, 
ya que según la USEPA se clasifican como compuestos semivolátiles, a aquellos con 
una presión de vapor entre 0,1 y 10-7 mm Hg, y que se distribuyen entre las fases sólida 
y gaseosa. 
Una opción más factible es que el fluoreno se hubiera quedado fuertemente adsorbido al 
suelo. Morillo et al. (2014) realizaron estudios de adsorción-desorción y extracciones de 
fluoreno y fluoranteno en suelos (el fluoranteno es un HAPs de 4 anillos aromáticos por 
lo que podríamos asumir que tuviera un comportamiento similar al pireno en nuestro 
estudio) y observaron como el fluoreno presentaba una menor desorción que el 
fluoranteno cuanto mayor era el tiempo de contacto entre el fluoreno y el suelo. Estos 
autores sugieren que el fluoreno sufre un proceso de difusión hacia los poros del interior 
de las partículas del suelo, dificultando la desorción y siendo la adsorción prácticamente 
irreversible a los pocos días tras la adición del fluoreno al suelo. 
Con objeto de ver qué porcentaje de fluoreno disipado era debida a degradación 
microbiana, el Grupo en que me he incorporado está realizando una incubación en las 
mismas condiciones con el suelo dopado con HgCl2 como biocida para impedir la 
actividad microbiana. Se ha observado que la cantidad de fluoreno extraída es superior 
en todos los casos a la extraída en ausencia de HgCl2 (figura no mostrada), 
considerándose la diferencia como correspondiente a la degradación microbiana. Como 
ejemplo, a los 30 días después de dopar el suelo con HgCl2 se extrajo un 30% de 
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fluoreno, mientras que en la incubación so tratada con HgCl2 fue solo del 15%, 
poniéndose de manifiesto que parte del fluoreno no extraído ha sufrido degradación 
microbiana.  
Es de destacar también el descenso en el porcentaje de fluoreno extraído en el primer 
día del experimento, en torno a un 20-30% menor que el inicialmente añadido. Este 
descenso inicial en HAPs de bajo peso molecular ya ha sido observado por otros 
autores, como es el caso de un estudio con naftaleno (2 anillos) y fenantreno (3 anillos), 
en el cual se atribuye tanto a adsorción irreversible al suelo como a pérdidas por 
volatilización en el caso del naftaleno, el HAP de menor peso molecular y mayor 
presión de vapor (Margesin et al., 2000a). En este sentido, Sepic et al. (1995) también 
observaron pérdidas abióticas en HAPs con 3 o menos anillos aromáticos. Asimismo, en 
otro estudio se observó que los HAPs de bajo peso molecular (3 anillos o menos), 
mostraron ser susceptibles a degradación por mecanismos no biológicos, lo cual no 
ocurría con los HAPs de mayor peso molecular (Wild & Jones, 1993). Esto a su vez es 
consistente con los resultados obtenidos en las extracciones de pireno que se tratan a 
continuación. 
 
Figura 6. Porcentaje de pireno extraído en cada momento del experimento. 
En cambio, la evolución del pireno en el suelo fue diferente a la del fluoreno, lo cual se 
refleja en los valores de pireno extraíble a lo largo del experimento (Figura 6).  
En primer lugar, se observa una fase inicial en la que los valores de pireno extraído 
varían muy poco; en el caso de los dos tratamientos contaminados únicamente con 
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pireno, esta fase dura aproximadamente hasta el día 9, mientras que en los dos 
tratamientos de co-contaminación, esta etapa se extendió aproximadamente durante los 
primeros 45 días del experimento. Tras esta fase inicial, en ambos casos se produce un 
descenso brusco en el contenido de pireno extraído. 
En las muestras tratadas solo con pireno se observa como el día 45 de la incubación el 
contenido de pireno extraíble es inferior al 5% del inicial. Sin embargo, la presencia de 
HP-β-CD (tratamiento PYR+CD) acelera la desaparición del pireno, y ya a los 30 días 
se observa una diferencia significativa con el tratamiento PYR, del que se extrajo un 
33% del pireno inicialmente añadido, mientras que en el tratamiento PYR+CD  se 
extrajo menos del 5%, y no observándose pireno a los 45 días de la incubación. 
De forma similar, en los tratamientos con co-contaminación de fluoreno y pireno, la 
presencia de HP-β-CD acelera la desaparición del pireno extraíble, con contenidos 
significativamente inferiores del tratamiento FLU+PYR+CD frente a FLU+PYR en los 
días 45 y 70. Ambos tratamientos no presentan PYR extraíble a los 100 días de la 
incubación. Estos resultados parecen poner de manifiesto la mayor disponibilidad del 
pireno en presencia de la HP-β-CD, lo que habría acelerado su degradación por los 
microorganismos del suelo, y por lo tanto favorecido su desaparición del suelo más 
rápidamente, consiguiendo una más rápida recuperación del mismo. Algunos autores, 
como Baran et al. (2004), han observado que el pireno puede ser utilizado por la 
comunidad microbiana del suelo como fuente de carbono y energía, especialmente si el 
suelo ha estado expuesto previamente a estos compuestos y la flora microbiana está ya 
adaptada a ellos. En el caso de la incubación paralela con el suelo dopado solo con 
pireno y en presencia de HgCl2 como biocida, se obtuvo en el día 30 una extracción del 
95% del pireno añadido inicialmente, y sin embargo en ausencia de HgCl2 ya no 
quedaba pireno. Esto indica que la biodegradación parece ser casi la única causa de la 
desaparición del pireno, y por tanto debe haber en este suelo una flora bacteriana 
apropiada para ello. 
Es de destacar la diferencia ente el pireno extraído a los 45 días de tratamiento cuando 
el suelo se ha contaminado solo con pireno (<5%) o cuando está en presencia de 
fluoreno como co-contaminante (80%). Una de las razones podría ser que la presencia 
de una mayor cantidad de moléculas contaminantes o un efecto sinérgico entre ambos 
haga que el medio se vuelva más tóxico para la flora microbiana y que la degradación 
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no sea tan efectiva. Otra posibilidad es que la presencia de fluoreno haga que el pireno 
está menos biodisponible o impida de alguna manera su desorción del suelo. Ambas 
posibilidades necesitarían ser estudiadas con mayor profundidad. 
 
4.2. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DESHIDROGENASA 
En este apartado se presentan las gráficas obtenidas del seguimiento de la evolución de 
la A.E. de la deshidrogenasa en los distintos tratamientos.  
En las gráficas (Figura 7; A, B y C) se ve un patrón común entre los distintos 
tratamientos, en el que los valores tienden a incrementar en las primeras semanas, 
teniendo los máximos comprendidos aproximadamente entre los días 6 y 30 del 
experimento, y luego una tendencia decreciente hasta alcanzar incluso valores inferiores 
a los iniciales. En este sentido, una posible causa de ese descenso podría ser el que las 
AE se vean inhibidas cuando el producto de la reacción se encuentra en exceso, 
pudiendo también reducirse la tasa de producción de enzimas por los microorganismos 
del suelo, lo que constituye un mecanismo de autorregulación enzimática (Ochoa & 
Hinojosa, 2007). Otra posible causa del alcance de estos valores tan inferiores a los 
iniciales podría ser el agotamiento de los nutrientes en el entorno necesarios para la 
actividad de la comunidad microbiana (Baran et al., 2004). Por otra parte, según 
Lipinska et al. 2014, la exposición a los HAPs podría inducir cambios a largo plazo en 
la actividad deshidrogenasa, tal y como reflejaron los bajos valores de resiliencia del 
suelo que obtuvieron. 
A pesar de que el intervalo de valores donde se mueven las curvas en la etapa inicial no 
es muy amplio, aproximadamente de 1,5 a 3 µmol INTF/g·h, son marcadas la 
oscilaciones que se producen en este periodo. Una explicación probable, repetidamente 
mencionada en la bibliografía relacionada, es que se debe al estrés al que se somete al 
suelo por la alteración del ambiente original, principalmente por la entrada de 
contaminantes y la humectación del suelo para el comienzo de la incubación, lo cual 
conlleva una sucesión de especies en la comunidad microbiana y por tanto, el 
consecuente reflejo de este cambio en la actividad enzimática del suelo (Baran et al., 
2004; Margesin et al., 2000). Un incremento de la actividad deshidrogenasa, podría 
estar poniendo de manifiesto un incremento de la actividad microbiana, posiblemente 
debido a la capacidad de los microorganismos de metabolizar alguno de los productos 
añadidos en los tratamientos del suelo. Así, Cerón y Melgarejo (2005), vieron como 
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existían correlaciones entre las AE y la fracción de C soluble, sugiriendo la existencia 
de una interacción entre la disponibilidad de compuestos ricos en energía y la actividad 
biológica del suelo. 
 
 
 
Figura 7. Evolución de la actividad enzimática de la deshidrogenasa. 
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Dentro del patrón general comentado, se aprecian diferencias entre los tratamientos. En 
el tratamiento CO puede decirse que prácticamente no se observa dicho incremento 
inicial y que simplemente experimenta ciertas fluctuaciones antes de comenzar con la 
tendencia decreciente. El pequeño incremento que se observa desde un valor de 1,6 a 
1,9 µmol INTF/g·h, podría indicar la reactivación de la comunidad microbiana del 
suelo, debido probablemente al acondicionamiento del suelo almacenado para el 
comienzo del experimento (descongelación del suelo y posterior humectación al 60% de 
su capacidad de retención de agua). Sin embargo, cuando en la muestra hay CD además 
de suelo, sí se observa un incremento considerable desde el valor de A.E. inicial (1,9 
µmol INTF/g·h) frente al máximo observado en el día 14 (2,8 µmol INTF/g·h). 
Por otro lado, los tratamientos PYR y PYR+CD presentan una respuesta similar entre 
ellos, experimentando ambos un descenso inicial pero seguido de un rápido aumento 
alcanzando sus máximos en los días 14 (PYR, 2,51) y 20 (PYR+CD, 2,96). De nuevo se 
observa como la curva de valores del tratamiento con CD es superior al tratamiento que 
no la contiene, estando en promedio 0,5 unidades por encima (Figura 7; B). 
En los tratamientos con fluoreno el tratamiento de FLU+CD tiene un comportamiento 
similar a los tratamientos con pireno ya comentados. Sin embargo, el tratamiento solo 
con fluoreno (FLU) es el que tiene una respuesta más similar a la del suelo control (CO) 
(Figura 7; A). Se diferencian en que el tratamiento presenta una bajada prolongada hasta 
el día 6 en la actividad deshidrogenasa tras comenzar la incubación, recuperándose 
después para alcanzar un máximo en el día 30 de 1,86 µmol INTF/g·h, aunque no 
supone un incremento muy significativo comparado con el valor inicial (1,62 µmol 
INTF/g·h). 
Por último, en los tratamientos con co-contaminación PYR+FLU y PYR+FLU+CD 
(Figura 7, C), de nuevo el tratamiento con CD presenta valores superiores a lo largo de 
la incubación. Es remarcable que estos tratamientos, a diferencia de aquellos 
contaminados por un único hidrocarburo que experimentan su máximo en torno al día 
30, tienen el máximo muy temprano (días 3 y 6), sin presentar ese descenso inicial que 
observamos en los tratamientos con un solo HAP. Estas diferencias observadas en la 
evolución de suelos con co-contaminación ya han sido comentadas por otros autores, 
sugiriendo que la presencia de otros HAPs es un factor que condiciona la influencia de 
tales compuestos sobre las A.E. del suelo, como la deshidrogenasa (Baran et al., 2004). 
33 
 
En vista de que todos los tratamientos que contienen CD presentan valores superiores de 
A.E. frente a los mismos tratamientos sin CD, estos resultados sugieren dos 
posibilidades que podrían estar sucediendo de forma simultánea. Por un lado, la CD 
forma un complejo de inclusión con los HAPs aumentando su solubilidad y por tanto su 
biodisponibilidad para la microflora del suelo, lo que provoca un incremento en la 
actividad enzimática del mismo. Por otra parte, la propia CD está siendo utilizada como 
sustrato por los microorganismos del suelo puesto que se trata de un oligómero con 7 
unidades de glucosa, sustancia accesible para los microorganismos, lo que se pone de 
manifiesto en el aumento de la actividad deshidrogenasa en el suelo con HP-β-CD 
(CO+CD) respecto al suelo control (CO). 
Aquí se deben reseñar las diferencias obtenidas entre los tratamientos con uno u otro 
hidrocarburo como contaminante. Por lo general se observa que la contaminación con 
pireno supone un aumento mayor en la A.E. que el fluoreno. Sin embargo, a priori se 
esperaba que el pireno provocase una menor A.E. debido a la mayor toxicidad para los 
microorganismos que se supone a los HAPs de mayor peso molecular. Es un HAP de 4 
anillos aromáticos, en lugar de 3 como el fluoreno, lo que hace que aumente su 
estabilidad y la dificultad para su degradación. Este mayor tamaño hace que esté menos 
biodisponible al encontrarse más fuertemente adsorbido al suelo. El comportamiento 
obtenido de la actividad deshidrogenasa concuerda con los datos de extracción de 
fluoreno ya comentados. El hecho de que el fluoreno se adsorba en posiciones poco 
accesibles para los microorganismos, hace que esté menos disponible y que la A.E. del 
suelo con fluoreno sea más similar a la del suelo control que cuando está contaminado 
con pireno. 
En general nuestros resultados parecen indicar que los HAPs tienen un efecto 
estimulador en la actividad enzimática del suelo, lo que parece indicar que los 
tratamientos efectuados no han sido tóxicos. Aunque la mayoría de los resultados 
publicados en la bibliografía indican esa prevista toxicidad con descensos de las 
actividades enzimáticas (Andreoni et al., 2004; Gianfreda & Rao, 2008), también hay 
autores que han observado efectos similares a los nuestros (Baran et al., 2004). Algunos 
autores afirman que la actividad deshidrogenasa se ve inhibida en presencia de HAPs, 
aunque ésta depende de la concentración de los HAPs, existiendo una correlación 
negativa entre ambos parámetros. Así Lipinska et al. (2014) publica un ensayo en que 
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fueron necesarias concentraciones muy elevadas de pireno (>4000 ppm) para que se 
observara este efecto inhibidor sobre la A.E. del suelo. 
 
4.3. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA Β-GLUCOSIDASA 
A continuación, se comentan los resultados obtenidos del seguimiento de la evolución 
de la actividad enzimática de β-glucosidasa bajo la influencia de los distintos 
tratamientos. 
La evolución de la enzima β-glucosidasa es un tanto más confusa que la enzima 
deshidrogenasa, sin observarse claramente una diferencia entre los distintos tratamientos 
efectuados (Figura 8; A, B y C). 
Al igual que la deshidrogenasa, inicialmente se observa una evolución algo errática, 
debido probablemente a la modificación de las condiciones ambientales para el inicio de 
la incubación que provocan estrés a los microorganismos, observándose después un 
cierto incremento, para finalmente luego decrecer gradualmente hasta valores inferiores 
a los iniciales.  
Como se observa en la gráfica, el máximo de todos los tratamientos se produce en el 
intervalo de los días 20 al 30, similar al caso de la deshidrogenasa. Sin embargo, los 
tratamientos con co-contaminación (PYR+FLU y PYR+FLU+CD) son los más tardíos 
(día 30) en este caso. 
El tratamiento control (CO), es decir, sin HAPs ni CD, presenta los valores más bajos 
desde que comienza el descenso en las A.E. Esto sugiere, que los compuestos añadidos 
están siendo utilizados de alguna manera por los microorganismos del suelo. Sin 
embargo, el tratamiento CO+CD presenta valores siempre superiores al resto en los 
últimos muestreos del experimento, lo cual sugiere que la CD podría estar teniendo un 
mayor efecto, o al menos únicamente positivo, sobre la β-glucosidasa en relación al 
efecto producido por los HAPs. 
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Figura 8. Evolución de la actividad enzimática de la β-glucosidasa. 
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Por otro lado, si se compara entre tratamientos con sólo fluoreno, sólo pireno o 
conjuntamente fluoreno y pireno, con o sin CD no se ve una diferencia entre ellos tan 
evidente como sucedía con la deshidrogenasa, donde aquellos que contenían CD 
presentaban valores superiores de A.E. En cambio, en la glucosidasa hay oscilaciones y 
cruzamientos entre tales tratamientos sobre todo en la fase inicial del experimento. Aun 
así, es cierto que cuanto más se avanza en el tiempo la tendencia suele ser a que los 
tratamientos con CD resulten algo superiores a los que no la contienen, a excepción del 
tratamiento que contiene los dos hidrocarburos. 
5. CONCLUSIONES 
De este trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones principales: 
I. La adición de pireno y fluoreno (HAPs) al suelo tiene un efecto estimulador a 
corto plazo de las actividades enzimáticas estudiadas, deshidrogenasa y β-
glucosidasa, siendo más pronunciado y claro en el caso de la deshidrogenasa. 
II. La estructura química del contaminante influye de forma importante en la 
respuesta enzimática del suelo estudiado. Además, la presencia conjunta de 
fluoreno y pireno ha modificado la evolución de la actividad deshidrogenasa, ya 
que ha presentado un incremento más rápido frente a la contaminación con un 
solo HAPs. 
III. La evolución del contenido de fluoreno en el suelo a lo largo del tiempo ha sido 
independiente de los tratamientos a los que se ha sometido al mismo. Su 
desaparición sugiere haber estado más condicionada por factores abióticos, 
principalmente adsorción, que por la actividad microbiana del suelo. En cambio, 
el pireno aparentemente ha sido utilizado por la comunidad microbiana del 
suelo, desapareciendo de las extracciones del suelo a distintas velocidades 
dependiendo tanto de la presencia de HP-β-CD como de la co-contaminación 
con fluoreno.  
IV. La adición de HP-β-CD ha supuesto, en la mayoría de los casos, un incremento 
claro de la A.E. deshidrogenasa del suelo. Este hecho puede deberse tanto a su 
capacidad para aumentar la solubilidad y disponibilidad en el agua de 
compuestos apolares, favoreciendo la actividad microbiana del suelo, como a 
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que la propia CD haya sido utilizada como fuente de carbono y energía por los 
microorganismos. 
En relación a las cuestiones que han quedado sin una respuesta clara tras los resultados 
de este trabajo, se han iniciado una serie de experimentos orientados a la resolución de 
tales cuestiones en el grupo de investigación donde se desarrolló el trabajo. En este 
sentido, las líneas planteadas son las siguientes: 
 Con el objetivo de conocer si los HAPs que no se extraían se han adsorbido al 
suelo irreversiblemente o se han degradado, se ha iniciado un experimento en 
condiciones dinámicas (una suspensión de suelo sometido a agitación continua) 
con el suelo contaminado con pireno marcado radiactivamente con 14C. De este 
modo, se podrá comprobar si en este suelo el pireno puede ser mineralizado por 
la flora autóctona del suelo, ya que en tal caso, el 14C podrá ser detectado como 
14CO2. Este experimento se encuentra en marcha en el momento de la redacción 
de este trabajo, y ya ha proporcionado resultados, donde se observa que se está 
produciendo la mineralización del pireno, lo cual apoya la posibilidad de que en 
el presente trabajo se haya producido biodegradación del pireno.  
 Por otro lado, actualmente se está llevando a cabo una incubación en las mismas 
condiciones que las expuestas en este trabajo, pero con la presencia de HgCl2 en 
el suelo a concentraciones tales que resulte tóxico para los microorganismos. Por 
lo tanto, el Hg actuará como un inhibidor de la actividad de degradación de 
éstos, y permitirá observar cómo es la evolución de los HAPs sin la posibilidad 
de degradación biótica. Algunos datos de esta incubación han sido citados en 
este trabajo. 
 Además se pretende conocer la cantidad relativa de microorganismos en cada 
momento del experimento, para ver su posible correlación con las actividades 
enzimáticas en cada momento. A su vez, se podrá conocer qué tipo de 
microorganismos son los más abundantes en cada etapa. En este sentido, se 
realizará una siembra en placas Petri de los microorganismos de las muestras de 
suelo a cada tiempo de incubación.  
 Con este mismo objetivo, se determinará la biomasa microbiana, mediante la 
cuantificación del Carbono de la Masa Microbiana (CMB), siguiendo el método 
descrito por Gregorich et al. (1990).  
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